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L' invention concern, une formulation stabilise 
ph^rmaceutrguement acceptable, pour la stabilisation et la 

ZZ S Z a Z°:* S - ? 0mP ° S±ti0nS <«'™globuli n es G (XgG, S oit 
sous forme liqua.de, soit sous forme lyophilisee 

De nombreuses pathologies par exemple d'origine 

autormmune sent actuellement traitees par des concentres 

* ~ 3 en sendre une situation de penurte en Europe 

:r Etats onis d,Am4rique - — * - *F**^ 

10 II y a, 4 cet effet. un besoin grandtssant de produire 

des concentres a- XgG. habituellement conditionnes a des pH 
acrdes et injectable* par voie intraveineuse, 4 partir par 
•exemple de plasmas humains. Avec 1'essor de ces besoins en 

par' voie T liSati0n ^ °"" C °™°^* Stables 
par vore rntraverneuse (IgGIV, en vue de leur utilisation 

lilTde 5 U : " dS "it sous forme 

Ugurde. sort sous forme lyophili s< e. revet un cara=t4re 
f ondamental . e 

A cet egard, onsait gu'xl est necesaire de stabilised 
les IgGiV pour eviter notamment la formation d'agregats 
(olxgomeres et polymeres) susceptibles d-activer le systeme • 

ZST 1 ?^ ^ riSqUSS aSSOCi ^ S de -actions 

anaphylactxgues. D ' autres degradations physicochimigues 
Peuvent egalement intervenir au cours de la conservation des 
IgG comme, entre autres, l'oxydation et l'hydrolyse 

La stabilisation des formes lyophilisees ou liguides des 
IgG necessite done 1'ajout de composes, classiguement 
choxaxB parmi les sucres et les acides amines, 
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. - — cnuxxies, af in 

obtenxr non seulement des compositions d'IgG non degradees 
appropriees 4 un- usage' therapeutigue mais egalement des 
compositions d'IgG presentant une stability accrue au 
stockage. 

La stabilisation des formes lyophilisees de compositions 

35 ^ " n ° tanment d ' l9G ' Par - -tabilisants 

35 ^cafrgues a fait l-objet de tr4s nombreuses *tudes. 
Celles ci.tees dans les publications scientif igues de M 
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Pikal, "Freeze-Drying of Proteins, Part 2 : Formulation 
Selection", Biopharm. 3(9); pp. 26-30 (1990) et de Arakawa et 
al, Pharm. Res., 1991, 8(3), p. 285-291, montrent que 
l'ajout d'un excipient dans des compositions proteiniques 
5 avant lyophilisation, augmente la stabilite au cours de la 
lyophilisation et/ou la stabilite du produit lyophilise lors 
du stockage. 

Des compositions d'IgGIV lyophilisees sont disponibles 
dans le commerce, par exemple sous les noms de marques 
10 Polygam™ (American Red Cross), Gammar IV™ (Armour 
Pharmaceutical Company) et Venoglobulin™! (Alpha) contenant 
comme stabilisants du glucose a 2%, du saccharose a 5% et 
du D-mannitol a 2% respectivement . On constate, toutefois, 
que des stabilisants appropries aux formes lyophilisees des 
15 IgGIV peuvent etre totalement inefficaces pour des 
compositions d'IgGIV liquides. 

Ainsi, les compositions d'IgGIV liquides, disponibles 
dans le commerce, comprennent des stabilisants specifiques 
differents de ceux utilises pour la forme lyophilisee 
correspondante . A titre d' exemple, les compositions liquides 
d'IgGIV contenant comme stabilisants du maltose a 10%, de la 
glycine de 0,16 a 0,24 M et du D-sorbitol a 5% sont 
respectivement connues sous les noms de marque Gamimune N™, 
Gamimune N™ 10% (Miles Inc.) et Venoglobulin™ (Alpha). 

La nature differente des composes utilises pour la 
stabilisation des compositions d'IgG sous forme liquide et 
sous forme lyophilisee, a amene certains auteurs a 
rechercher des stabilisants ou melanges de stabilisants 
identiques permettant de conserver les compositions d'IgG 
3 0 sous les deux formes a la fois. A cet egard, des etudes 
recentes ont porte sur la stabilisation de compositions 
d'IgGIV, Vigam-S et Vigam Liquid (noms de marques de 
National Blood Authority, Angleterre) liquides et apres 
lyophilisation (Vigam-S) comprenant un melange identique de 
3 5 stabilisants a savoir l'albumine et le saccharose (K. 
Chidwick et al , Vox Sanguinis, 77, 204-209, 1999) . 
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Toutefois, la solution Vigam Liquid est conditionnee a un p H 
acxde (pH 5) ce qui presente 1 ■ inconvenient de transformer 
par hydrolyse, le saccharose en sucres reducteurs (fructose 
et glucose) qui se condensent avec les residus amines de la 
lysine des IgG et de 1 ■ albumine pour donner une base de 
Schiff instable evoluant en des produits de Maillard 
(brunissement de la solution): II n'est bien entendu pas 
satisfaisant.d'utiliser des excipients qui evoluent au cours 
de la conservation des IgG car la maitrise de la reaction 
n'est pas possible, une fois celle-ci initiee. 

Par ailleurs, certains des stabilisants cites 
precedemment, come le maltose oule saccharose, ne peuvent 
etre utilises sans risques chez des sujets presentant des 
msuffxsances renales et/ou souffrant de diabete. 
15 Afin de pallier les inconvenients precedents, la 

Demanderesse s'est attachee a la mise au point d'une 
formulation stabilisante unique repondant a l'objectif 
d- assurer la stabilisation des deux formes de conservation 
envisages des IgG a la fois et de conserver, voire 
ameliorer, l'efficacite therapeutique de ces IgG. 

Une telle formulation stabilisante presente notamment 
l'avantage de ne necessiter la mise en oeuvre que d ■ une 
seule formulation ce qui facilite le cdntrdle des matieres 
premxeres et entraine une reduction des couts de fabrication 
assodes a des simplifications des schemas de production. 

A cet effet, partant du constat que des sucres et des 
acxdes amines sont utilises comme stabilisants la 
Demanderesse a montre, sur la base d'essais preliminaires 
que certains dVentre eux apportaient a des compositions 
d'lgG liquides des proprietes protectrices centre les 
denaturations thermique et par agitation provoquees mais 
avec des resultats variables quant a la nature du sucre et 
de 1-acide amine choisis et que, en outre, les effets de 
stabilisation d ' un melange, ..par exemple de deux 
constxtuants, ne pouvaient §tre deduits de 1 • effet de 
stabilisation obtenu par chaque constituant pris 
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mdividuellement. De plus, parmi les sucres essayes, 
certains d'entre eux n'etaient pas stables a des pH acides 
correspondant au milieu de conditionnement optimal des 
compositions d'IgG liquides. 
5 Par ailleurs, les stabilisants retenus apres les essais 

preliminaires ne permettaient pas de minimiser 1 • instabili te 
des compositions d'IgG liquides face a 1 « oxydation 
provoquee. La Demanderesse a alors ajoute un detergent non 
ionique tel que le Tween®80 ou le Triton® x 100 et obtenu 
10 des resultats satisf aisants . 

L ' invention conceme done une formulation stabilisante 
pour compositions d • immunoglobulins G, caracterisee en ce 
qu-elle comprend un sucre alcoolique, la glycine et un 
detergent non ionique, et est appropriee a la stabilisation 
de compositions d ■ immunoglobulines G sous forme liquide et 
sous forme lyophilisee. 

Dans le cadre de 1' invention, les compositions d'IgG 
liquides signifient aussi bien des solutions aqueuses de 
concentres d'IgG polyclonals , directement obtenues par 
fractionnement de plasma humain, que celles reconstitutes 
dans un milieu aqueux approprie apres lyophilisation des 
precedent es . 

Parmi les sucres envisages, les sucres alcooliques ont 
ete choisis par la Demanderesse sur des criteres de 

2 5 stability a des pH acides de condi tionnement des 

compositions d'IgG, ce qui evite des reactions de Maillard 
sur les immunoglobulines G, et sur des criteres relatifs a 
leur action stabilisante uniquement de compositions liquides 
d'IgG ou bien de celles lyophilisees . En effet, on a observe 

3 0 qu'un sucre alcoolique dome utilise comme seul stabilisant 

ne pouvait corresponds qu'a une forme liquide. 

Parmi les sucres alcooliques, celui qui est utilise de 
preference selon 1 ' invention est le mannitol. 

Les concentrations en mannitol sont avantageusement 
3 5 comprises entre 30 g/1 et 50 g/1 . 

La glycine, presente dans la formulation stabilisante de 
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1' invention a des teneurs comprises entre 7 g/1 et 10 g/1, 
est connue pour etre appropriee a la stabilisation de 
compositions d'IgG mais sous forme liquide uniquement. 

L'addition d'un detergent non ionique a, par synergie, 
5 ameliore, de facon surprenante, 1 • ef f et protecteur de la 
formulation. Les detergents non ionigues appropries sont 
avantageusement choisis dans le groupe constitue par le 
Tween®80 (polyoxyethylenesorbi tanne-monooleate ) l e 
Tween®20 (polyoxyethylenesorbi tanne-monolaura te ) ' l e 
10 Triton® x 100 (octoxinol 10) et le Pluronic®F6 8 
(polyethylenepolypropylene glycols). De preference le 
Tween®80 et le Triton® X100 ont ete utilises.' La 
• concentration du detergent dans la formulation est comprise 
de preference entre 20 et 50 ppm. 

La formulation stabilisante de 1 • invention comprenant un 
sucre alcoolique, la glycine et un detergent non ionique 
presente done 1'avantage d'offrir, par une action synergique 
des excipients choisis, une stabilisation simultanee des 
compositions d'IgG lyophilisees et non lyophilisees . 

L< invention concerne egalement les compositions d'igG 
sous forme liquide et/ou sous forme lyophilisee comprenant- 
la formulation stabilisante de 1' invention. 

Les exemples suivants illustrent 1 • invention sans 
toutefois en limiter la portee. 
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Exemple 1 : Elaboration de la formulation stabilisante. 

On utilise comme composition d'Ig G/ un concentre obtenu 
selon la methode developpee par la Demanderesse dans la 
demande de brevet Internationale WO 02/092632. Ce concentre 
contenant environ 50 g/1 d'igG, est ajuste a un pH compris 
entre 4,6 et 4,8 et est sounds a un traitement thermique de 
2 heures a 56°C pour eliminer des impuretes thermolabiles . 

A ce concentre d'IgG, on ajoute le mannitol, la glycine 
et le Tween®80 ou le Triton® X1.00, seuls ou en melange 
(solutions test) dans les concentrations precisees au 
Tableau 1. 
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Tableau 1 : Caracteristiques des solutions test 
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solution test 


Mannitol 
(50 a/1) 


Glycine 
(10 a/1) 


Detergent 
(50 ppm) 


A (Temoin) 


0 


0 


0 


B 


1 


n 
u 


0 


C 


0 


1 


0 


D 


1 


1 


0 


E 


0 


0 


1 (Triton® X100) 


F 


0 


0 


1 (Tween®80) 


G 


1 


0 


1 (Triton® XI 00) 


H 


1 


0 


1 (Tween®8 0 ) 


I 


1 


1 


1 (Triton® X100) 


J 


1 


1 


1 (Tween®80) 



0 

1 



Absence du compose considere 
Presence du compose considere 
Les solutions test sont ensuite soumises a differents 
essais de stress thermique, d' agitation et d'oxydation afin 
de determiner leur degre de denaturation par 1 • observation 
de la presence eventuelle de residus (particules, agregats) . 

Le stress thermique est effectue selon la publication de 
P. Fernandes et al, Vox Sanguinis, 1980,39, p. 101-112 En 
resume, des echantillons de 5 ml de solution test sont 
places dans des flacons en verre serti de 10 ml et sont 
ensuite chauffes au bain-marie a 5 7°C pendant 4 heures 
L' influence du chauffage sur les solutions test est 
determinee par mesure de la difference de turbidite apres et 
avant le stress thermique. Plus les valeurs de turbidite 
mesurees sont faibles plus les solutions d'lgG sont stables 
face au stress thermique applique. 

Les essais de stress d- agitation sont effectues comme 
decrit dans la publication de H. Levine et al, Journal of 
Parental Science & technology, 1991, vol. 45, n°3 , p. 160- 
165. Ainsi, on place des echantillons de 5 ml de solution 
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test dans des tubes en verre serti de 10 ml proteges de l a 
lumiere, puis chaque tube est mis en position couchee sur un 
agitateur IKA Vibrax VXR (provenant de chez Fisher 
Scientific, France) , et est ensuite agite a 150 tours par 
5 minute pendant 18 heures a temperature ambiante . Les 
resultats du stress d- agitation sent determines par 
comparison des aspects' Visuels des solutions test avant et 
apres le stress applique. A cet effet,.on definit une 
echelle de valeurs arbitraires suivantes : 

10 0,25 : solution limpide avec une ou deux particules en 

suspension 

0,50 ; solution limpide avec quelques fines particules 
■ en suspension ; 

0/75 : S ° lution l^Pide avec un peu plus de particules 
e* 1 suspension que pour celle a 0,50 ; 

2,0 : aspect- visuel legerement modifie avec plus de 
particules en suspension ; 

5,0 : nombreux filaments ou particules en suspension • 

10 '° : P art ^les plus grosses et agregats ,- voire 
I y coagulats . 

Le stress d'oxydation est realise sur des echantillons 
de 5 ml de solution test places dans des f lacons en verre de 
. 10 ml. La surface du liquide est mise en presence d'une 
atmosphere riche en oxygene (0 2 * 21%) pendant 3 a 4 s 
Apres bouchage et agitation des f lacons, ceux-ci sont 
refroxdxs a une temperature de 5°C pendant 15 minutes. Les 
resultats sont determines par comparison des aspects 
visuels des solutions test avant et apres le stress 
d'oxydation applique. Les resultats peuvent etre chiffres 
selon une echelle de valeurs identique a celle definie pour 
le stress d' agitation. 

Les differents resultats de mesure obtenus apres 
1- application des differents stress precedents, sont 
presentes dans le Tableau 2 . 
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Solution 
test 


Turbidite 
(NTU* ) 


Avan t 
stress 


Apres stress 
d'acritation 


Apres stress 
d ' oxydation 


A 


0,73 


0,5 


5,0 


2,0 


B 


0,21 


0,5 


3,5 


2,0 


c 


U , UJ 


0,5 


0,5 


3,5 


D 


0,42 


0,25 


10,0 


2,0 


E 


0,84 


0,5 


1,25 


1,25 


F 


0,36 


0,5 


1,25 


2,0 


G 


0,45 


0,25 


0,75 


0,5 


H 


0,16 


0,25 


0,5 


1,25 


1 


0,41 


0,25 


0,5 


0,75 


J 


0,39 


0,25 


0,5 


1,25 



*NTU : Normalized Turbidity Units 
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Les resultats obtenus raontrent tout d'abord que l'ajout 
d'un seul stabilisant a une solution de concentre d • IgG 
(solutions. B, C, E, P) , par rapport a la solution temoin A 
ne comportant pas de stabilisant, permet d'ameliorer la 
protection centre deux des trois stress appliques. Par 
ailleurs, la presence conjointe de mannitol et de glycine 
(solution D) n'est pas souhai table, les resultats du stress 
d" agitation etant nettement inferiors a ceux obtenus avec 
le mannitol et la glycine seuls (solutions B ou C) ou meme 
par rapport a la solution temoin A. Ce resultat indique 
1' importance du choix des constituants pour 1 ■ elaboration de 
la formulation stabilisante selon 1 'invention qui ne peut, 
par consequent, etre deduit seulement des effets des 
stabilisants pris individuellement . En revanche, les essais 
menes sur les solutions test montrent que les formulations 
specifiques des stabilisants consideres I et J offrent une 
protection tres satisf aisante centre la denaturation liee 
aux trois stress appliques par rapport a la solution temoin 
A ne comportant pas de stabilisant. Les solutions test G et 
H contenant les formulations stabilisantes qui ne sont pas 



- 9 - 



1 0 



15 



selon 1' invention, donnent toutefois egalement des resultats 
satisfaisants a ce stade. 

ExemplR 2 

Afin de determiner d'une facon quantitative le taux de 
polymeres et notamment de dimeres presents dans les 
solutions test G, H, I et J ayant subi le stress d« agitation 
selon l'Exemple 1, celles-ci sont soumises a une 
chroma tographie d' exclusion sterique selon le mode 
operatoire decrit dans la Methode de la Pharmacopee 
Europeenne (Pharmacopee Europeenne, quatrieme edition, chap 
"Immunoglobuline humaine normal e pour administration par 
voie intraveineuse" , Methode 2.2.29). 

Le tableau 3 presente les pourcentages de dimeres et 
polymeres obtenus. 



Tableau ^ 



Solution test 


Dimeres ( % ) 


Polymeres - (%) 


G 


'5,90 


3,30 


H 


7,11 


3,31 


I 


4.98 


2, 17 


J 


3.50 


1,80 
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Les pourcentages les plus faibles de polymeres sont 
obtenus avec les solutions test I et J. C es resultats 
confirment que les formulations specifiques des stabilisants 
consideres I et J offrent une protection tres satisf aisante 
centre la denaturation .liee au stress d'agitation applique, 
tel qpie decrit dans- l'Exemple 1. 

Apres selection des formules I et J, seule la solution 
test J est retenue pour 1 ■ exemple qui suit, car elle 
contient un detergent non ionique pharmaceutiguement 
acceptable, a savoir le Tween®80. 
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Exemple 3 

La solution J sous forme liquide (denommee ci-apres "i gG 
liquides") est soumise a des essais de stabilite en fonction 
de la duree de stockage dans des conditions usuelles de 
temperature (4°C) . On precede a des essais identiques pour 
la solution J lyophilisee (duree de lyophi ligation de 45 ± 3 
h), denommee ci-apres "IgG lyophilisees - . Ces essais de 
stabilite sont effectues sur les solutions J liquides, 
reconstitutes le cas echeant avec de 1 • eau pour preparation 
injectable. lis consistent en le suivi sur une periode de 
temps de 24 mois, de Involution des quatre parametres 
definis ci-apres, dont trois sont determines en reference 
aux methodes indiquees dans la Pharmacopee Europeenne, 
quatrieme edition, chap. " Immunoglobuline humaine normale 
pour administration par voie intraveineuse" : 

(a) Evolution du taux de dimeres determine par 
chroma tographie d 1 exclusion sterique (Methode 2.2.29), 

(b) Evolution de l'activite anticomplementaire (Methode 
2.6.17), et 

(c) Evolution du titre d'anticorps specif iques centre le 
virus de 1' hepatite B, anti HBs (Methode 2.7.1). 

Le quatrieme parametre (d) definit 1 ■ evolution des taux 
d'IgG3 par un dosage nephelemetrique connu par l'homme du 
metier, en presence d'anti IgG3 specifiques (DADE-Behring : 
kit anti IgG3) . 

Les mesures sont effectuees respect ivement apres une 
periode de stockage de 12 mois et de 24 mois suivant la 
preparation de la solution J liquide (t 0 ) . 

Les resultats de mesures obtenus pour chaque essai sont 
presentes dans les Tableaux qui suivent et les valeurs 
donnees represented les valeurs moyennes de trois essais. 
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(a) Taux de dim eres : Tableau 4 





to (%) 


tj.2 mois (%) 


t24 mois (%) 


IqG licruides 


3,2 ±0 


5,0 ±1,0 


5,5 ±1,1 


IgG lyophilisees 


3,2 ±0 


3,5 ±0,7 


5,0 ±1,0 



L ' augmentation du taux de dimeres au cours du temps de 
stockage reste dans les limites de la precision des essais 
et n'est pas suf f isamment significative pour que 1 ' on puisse 
constater une degradation quantitative des compositions 
considerees . 



(b) Activite anticompl^mentai -re : Tahlpan q 





t 0 (%) 


tl2 mois (%) 


fc 24 mois (%) 


IqG licruides 


35 ±0 


30 ±6 


28 ± 5 


IgG lyophilisees 


31 ± 0 


31 +4 


31 +7 . 



On observe une legere baisse de : 1 • activi te 
anticomplementaire pour les compositions d'IgG liquides 
tandis celle relative aux IgG lyophilisees n'evolue pas. 
Cette diminution n'a pas de signification clinique;" seule 
une augmentation de cette activite serait defavorable en 
termes d' utilisation. . 



(c) Dosage anh.i HBs : Tableau 





t 0 (Ul/ml) 


tl2 mois 
(Ul/ml) 


t24 mois 
(Ul/ml) 


IgG liouides 


12,0 ±0 


11, 5 ±2, 5 


11,0 ± 2,0 


IgG lvophilisees 


10,0 ±0 


10,0 +2,2 


10,5 ± 2,4 



Bien qu'une tres legere baisse semble se produire dans 
la composition d'IgG liquides, on n' observe aucune variation 
importante notamment pour les IgG lyophilisees. 
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(d) Tanv 3' Term ; Tableau 7 





to (g/1) 


tl2 mois (g/1) 


t24 mois (g/1) 


IgG ligruides 


1,1 


1,0 ±0,2 


1,1 ±0,1 


IgG lvophilisees 


1.1 


0,9 ±0,1 


1,1 ±0,1 



1 0 



15 



Les variations observees s'inscrivent dans la marge 
d' incertitude des valeurs des taux d'IgG3. Elles ne sont 
done pas signif icatives . 

Les quatre parametres analyses ci-dessus demontrent que 
la formulation de la presente invention est particulierement 
appropriee a la stabilisation de compositions d'IgG soit 
sous forme liquide, soit sous forme lyophilisee pendant 24 
mois a une temperature de 4°C sans evolution notable de 
celles-ci, qui traduirait, dans le cas contraire, une 
degradation du produit et ainsi ne permettrait pas leur 
utilisation clinique. 
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Revendi ca t i ons 



10 



1. Formulation stabilisante pour compositions 
immunoglobulins 6, caracterisee en ce gu'elle comprend 2 

sucre alcooligue, la glycine et un detergent non ionise, et 
est appropriee a la. stabilisation de compositions 

IvooTr^ bUlineS ° SOUS et sous forme 

lyopnilisee. 

2. Formulation selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que le sucre alcooligue est le mannitol. 

3. Formulation selon la revendication 2, caracterisee en 

,:;iTt e 5o a grr entration entre 30 

4 



^-ulation selon 1'une quelconque des revendications 
^ la 3, caracterisee en . ce gue la Concentration de glycine 
est comprise entre 7g/l et 10 g/1 . 

5. Formulation selon 1'une guelcongue des revendications 
1 a 4, caracterisee en ce gue la concentration de detergent 
non xonigue est comprise entre 20 et 50 ppm. 
2 0 6 . Composition d ' immunoglobulines G sous forme liquide 

ou sous forme lyophilisee comprenant la formulation 
stabxlxsante selon 1 ■ one guelcongue des revendications 1 a 



5. 
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